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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(S) Verfahren zum Nachweis von Antikorpern oder Antigenen 

(§) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von 
Antikorpern oder Antigenen in einsr Testfliissigkeit mit ei- 
nem vorgegebenen spezifischen Bindungspartner, wobei 
das Antigen bzw. der Antikorper oder der spezifische Bin- 
dungspartner an einen Tragergebunden ist und wobei bei 
positiver Aniigen-Antikdrper-Reaktion ein Agglutinat aus 
Antigenen bzw. Antikorpern, den entsprechenden Bin- 
durigspartnern und den Tragern gebildet wird, welches 
optisch detekticrbar ist. ErfindungsgemalS wird ein Mikro- 
reaktionsgefafl mit einem sich von obern nach unten ver- 
jungendem Querschnitt verwendet, welches eine viskose 
Substanz, insbesondere Gel oder eine Suspension bzw. 
Dispersion inerter Partikel, enthalt. Ein vorbcstimmtes Vo- 
lumen der Testflussigkeit wird dem Gefafi zugefugt. wo- 
bei entweder der Testflussigkeit oder dem Gel bzw. der 
Suspension der spezifische Bindungspartner zugesetzt 
wird, oder eine Flussigkeit, die diesen enlhalt, nach Zufu- 
gen der Testflussigkeit dem GefaB zugefugt wird. SchlieB- 
lich wird, evil, nach einer Inkubation und/oder Zentrifuga- 
tion das Sedimentationsbild, optisch ausgewertet, wobei 
ein flachiges Agglutinat von Antigenen bzw. Antikorpern, 
Bindungsparlnern und Tragern auf eine positive Antigen- 
Antikcirper-Reaktion hiriweist und ein Ablagern von Anti- 
genen bzw. Antikorpern, Bindungspartnern und/oder Tra- 
gern im unteren, schmaleren Bereich des Gefafies auf 
eine negative Reaktion hinweist. Das Verfahren laBt sich 
vorteilhaft vollautomatisch ausfuhren, z. B. unter Verwen- 
dung ... 
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Beschreibung 



Die Erfindung betrifTl ein Verfahren zum Nachweis von 
Antikorpem oder Antigenen in einer Testfiiissigkeii durch 
Reaklion mil einein vorgegebenen spezifischen Bindungs- 
partner, wobei das Antigen bzw. der Anlikorper oder der 
spezifische Bindungsparlner an einen Trager gebunden isl 
und wobei bei posiliver Anligen-Anlikorper-Reaklion ein 
Aggluiinai aus Antigenen bzw. Antikorpem, den enlspre- 
chenden Bindungspartnem und den Tragern gebildei wird, 
welches optisch deiektierbar isl. Die Erfindung betriffi wei- 
terhin die Verwendung von Spitzboden-Mikroiiterplaiien 
zur Durchfiihrung eines Tests zum Nachweis von Antikor- 
pem oder Antigenen durch Deteklion einer Agglulinalions- 
reaktion. 

Insbesondere menschliche Blutgruppensubstanzen, aber 
auch eine Vielzahl von anderen in einem Organismus gebil- 
deten Substanzen, werden durch spezifische Antigen-Anli- 
korp)er-Reaktionen nachgewiesen. Diese Antigen-Antikor- 
per- Reaklion ist detektierbar iiber eine Vemetzung, Aggluti- 
nation, von Antigenen, Antikorpem und bestinunten Trager- 
substanzen, die Antigen oder Anlikorper tragen, zu einem 
makroskopisch erfaBbaren Komplex, dem Agglutinat. Bei- 
spiele dafur sind die erythrozytenseitige Blutgruppenbe- 
stimmung, bei der an die Membran des Spepdererythrozyten 
gebundenen Blulgruppen-Antigene durch Reaklion rnit An- 
tiseren nachgewiesen werden, die Anlikorper als spezifische 
Bindungsparlner enlhalten, und die Serumgegenprobe, bei 
welcher korpereigene Anlikorper (Isoagglutinine) durch Re- 
aklion mil spezifischen Test-Erythrozyten nachgewiesen 
werden. Die Agglutination wird unter geeignelen Reakti- 
onsbedingungen durch Reaklion von Antigen und Anlikor- 
per auf mikroskopischer Ebene hervorgerufen. 

Die Agglutination kann auf verschiedene Weise sichtbar 
gemac hi werden. Ein bisher bekannles Verfahren zur Blul- 
gruppenbeslinunung verwendel beispielsweise Rundboden- 
Mikrolilerplatlen, wobei in die Vertiefungen der Plalle eine 
Serie von verschiedenen Antiseren, die spezifische Anlikor- 
per als spezifische Bindungsparlner fur die Antigene auf der 
Erythrozytenmembran enthalten, einpipettiert und mil einer 
Teslflussigkeit versetzl wird, welche die zu testenden Ery- 
ihrozylen in verdunnter Form enthall. Nach einer Inkubali- 
onszeil wird die Platte anzentrifugiert und anschlieBend vor- 
sichtig aufgeschiiUelt. Bei einer positiven Anligen-Antikor- 
per-Reaklion haben sich die Erythrozyten zu einem Klum- 
pen agglutinierl, der sich durch den Zenlrifugierschritl in der 
Mitte der Vertiefung ansammell und durch das Aufschiilteln 
moglichsl nicht zerslorl wird. Eine positive Reaklion ist 
demnach als eine punkt- oder knopfformige Erythrozylen- 
ansammlung in der Mitte einer Vertiefung optisch zu detek- 
lieren. Demgegeniiber besteht bei einer negaliven Antigen- 
Antikorper-Reakiion, d. h. nichl erfolgler Agglutination, 
keine Verbindung zwischen den Erythrozyten. Die nach deni 
Zentrifugierschriil in der Veriiefungsniitle angesammelien 
Erythrozyten verteilen sich demnach durch das Aufschutleln 
liber einen GroBleil des U-formigen Vertiefungsbodens. 
Eine negative Reaklion isl soinil durch einen flachigen, iiber 
den Boden der Vertiefung ausgedehnien Eryihrozy ten Heck 
optisch detektierbar. 

Dieses Verfahren ist jedoch nur aufwendig automat isier- 
bar. Zum einen ist ein Zentrifugier- und ein Aufschutie- 
lungsschritt technisch sehr aufwendig zu realisieren. Zum 
anderen hiingt die Zuverlassigkeit der Deteklion einer posi- 
tiven Reaklion von der Starke der Aniikorper-Aniigen-Bin- 
dung ab: Bei schwachen Bindungen kann der agglutinierte 
Erythrozytenklumpen durch auBere Storungen, insbeson- 
dere durch das Aufschiilteln, wieder getrennt und somit 
falschlich als negative Reaklion diagnosiizien werden. Aus 



diesem Grunde ist wegen des eveniuell fehlenden klaren Se- 
dimentationsbildes auch die auiomatische Unlerscheidung 
zwischen posiliver und negaiiver Reaklion, z. B. millels au- 
lomalischer photometrischer Auswertung, nichl ohne weile- 

5 res moglich, sondem muB von einer erfahrenen Bedienper- 
son vorgenommen oder zumindesl iiberpruft werden. 
SchlieBlich sind die Reakiionsbilder nicht stabil, da sich die 
Tragererythrozyien mil und ohne Agglutination stets an der 
liefsten Sielle des ReaklionsgefaBes ansammeln. Damil isl 

10 keine zuverlassige Uberpriifung des Reaktionsergebnisses 
moglich. 

Ein weileres Verfahren verwendel zur Deteklion von An- 
likoiper-Anligen-Reaktionen speziell praparierte Mikroli- 
lerplatten, bei denen in den V-formigen Boden der einzelnen 

15 Vertiefungen eineri treppenfomiige Struktur eingefrast ist. 
Die Breile der einzelnen Treppen liegi in der GroBenord- 
nung von einigen Mikromelem. In den Vertiefungen der 
Plalle werden zur Durchfiihrung einer Blulgruppenbeslim- 
mung in bekannler Weise Antiseren bzw. Teslerythrozylen- 

20 losungen mil Erythrozyten- bzw. Blutserumsproben zur Re- 
aklion gebracht und nach einer Inkubation bei Temperaturen 
von etwa 30°C ausgewertet. Findel in einer Vertiefung keine 
Antikorper-Antigen-Reaktion statt, so sanuneln sich die 
(Test-)Erythrozyten, die hier die Trager von Antigenen sind, 

25 in der Mitte der V-fonnigen Vertiefung und sind als punkl- 
oder knopffbrmiges Sediment detektierbar. Bei einer positi- 
ven Reaklion vemelzen jedoch die Erythrozyten und bilden 
ein flachig agglutinierles Gebilde, das durch die treppenfor- 
mige Struktur gehallen wird. Dieselbe Reaktion in einer V- 

30 Boden-Mikrotilerplatte ohne Treppen struktur wiirde zu ei- 
nem Erythrozytenklumpen in der Verliefungsmitte fiihren 
und ware somit nicht von einer negaliven Reaklion unter- 
scheidbar. In diesem Fall isl eine positive Reaktion aufgrund 
der treppenf5rmigen Struktur jedoch als flachiger, iiber den 

35 Boden der Vertiefung ausgedehnler "Teppich" aus aggluli- 
nierten Erythrozyten optisch detektierbar. 

Dieses Verfahren hat den Vorteil, daB es als klassische Se- 
dimenlationsmelhode, bei welcher keine zusatzlichen me- 
chanischen Eingrifife, wie Zentrifugieren, notwendig sind, 

40 gut automalisierbar ist. Weiterhin ist auch die Auswertung 
aufgrund klarer Sedimentationsbilder, die gegeniiber me- 
chanischen Slorungen relaliv stabil sind, aulomatisierl pho- 
lometrisch oder mil einer Videokamera moglich. Problema- 
lisch isl hingegen der hohe Aufwand zur Herslellung der be- 

45 ireffenden Mikroliterplallen durch Einfrasen der Treppen- 
struklur. Aus diesem Gmnde liegen die Preise der Mikroli- 
terplallen so hoch, daB eine einmalige Verwendung wirt- 
schaftlich nichl iragbar ist. Zum Mehrwegbeirieb hingegen 
sind aufwendige Reinigungs- und Sterilisationsschritte not- 

50 wendig, um keine verfalschlen Ergebnisse zu erhalten. Wei- 
terhin isl die Lebensdauer der MikrotiterplaUen erfahrungs- 
gemaB auf etwa 50 bis 80 Einsatze begrenzt. Problemalisch 
ist des weiieren die Erfassung von schwach-posiiiven Reak- 
lionen, bei denen man eine Verweigerungswahrscheinlich- 

55 keil von et wa 5% beobachtei. Dies isi besonders bei der Ser- 
umgegenprobe zu beobachten, da der individuelle Anlikor- 
per (Isoaggluiinin)- Titer von Mensch zu Mensch stark v;u-i- 
iert. 

Zum Nachweis von Antigenen oder Antikorpem sind des 
60 weiieren z. B. aus der US 5512432 und US 5338689, Ver- 
fahren bekannt, die positive bzw. negative Antigen-Aniikor- 
per-Reaktionen in einem ReaktionsgefaB sichlbar machen, 
welches eine Dispersion oder Suspension inerier Pariikel 
enthalt. Die US 5512432 lehri eine Methode zum Nachweis 
65 von Antikorpem oder Anligenen durch Deteklion einer Ag- 
glutination auf opiischen Weg, wobei in ein Mikroreakiions- 
gefiiB, welches eine Dispersion oder Suspension inener Par- 
iikel und die bekannten, fiir die nachzuweisenden Antigene 
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bzw. Aniikorper spezifischen Bindungsparlner enlhall, eine 
vorbestimiiiie Menge einer Teslfliissigkeit zugefugi wird, 
die nachzuweisende Antigene bzw. AnlikoqDer an Trager 
gebunden enlhall. Das GefaB wird zenlrifugierl und der Ort 
oplisch ermitteli, an dem sich die Trager ansammeln. Sam- 5 
meln sich diese oberhalb der Teilchenschichl an, so weisi 
dies auf eine stark positive Antigen-Antikorper-Reaktion 
hin: Die zu eineni Aggluiinat vemelzten Trager werden 
durch die Parlikel daran gehinderi, gemaB der Zenirifugal- 
krafl auf den Boden des GefaBes abzusinken. Bei negaliver lO 
Antigen- Ant ikorper-Reaktion sinken dagegen die nichl ver- 
nelzien Trager auf den GefaBboden ab. Beide Reaklionsar- 
len konnen unterschieden werden, indem das Reaktionsge- 
faB von der Seite betrachtel und die Lage der Trager oplisch 
erfaBt wird. Dazu schlagt die US 5338689 die Verwendung 15 
eines transparenien MikroreaktjqnsgefaBes vor, wobei eine 
Mehrzahl solcher GefaBe parallel in Form einer Karie ange- 
ordnet sein konnen und a!s handliche Einheit Verwendung 
finden. Auch dieses Verfahren laBt sich jedoch nur umstand- 
lich automatisieren, da ein Zentrifugierschrilt nolwendig isl. 20 
Problematisch isl des weileren die Erfassung von mitlleren 
bis schwachen Antigen- An tikorper-Reaktionen. Bei diesen 
wird eine ungleichmaBige, flockige Verleilung von Aggluti- 
nat iiber die Fullhohe der Partikel beobachtel. Diese Reak- 
tionen lassen sich daher nicht zuverlassig automalisch erf as- 25 
sen. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, unler Vermei- 
dung der Nachleile des Standes der Technik ein Verfahren 
zum Nachweis von Antikorpern oder Antigenen anzugeben, 
welches einfach durchfuhrbar und leicht automatisierbar ist 30 
sowie 2u zuverlassigen Teslergebnissen fiihrl. 

Die Aufgabe wird bei einem Verfahren zum Nachweis 
von Antikorpern oder Antigenen in einer Teslfliissigkeit 
durch Reaktion mit einem vorgegebenen spezifischen Bin- 
dungsparlner, wobei das Antigen bzw. der Aniikorper oder 35 
der :spezifische Bindungsparlner an einen Trager gebunden 
isl und wobei bei positiver Antigen- Antikorper-Reaktion ein 
Agglutinat aus Antigenen bzw. Antikorpern, den enlspre- 
chenden Bindungspartnem und den Tragem gebiidet wird, 
welches oplisch detektierbar ist, dadurch gelost, daB 40 

1.1. ein MikroreaktionsgefaB mii einem sich von obcn 
nach unten veijungendem Querschnitt verwendet wird, 
welches eine viskose Subslanz enthalt; 

1.2. ein vorbestimmles Volumen der Teslfliissigkeit 45 
dem GefaB zugefugi wird, wobei der spezifische Bin- 
dungsparlner ent weder der Testfliissigkeil oder der vis- 
kosen Substanz zugesetzl isl, oder eine weilere Fliissig- 
keil, die den spezifischen Bindungsparlner enlhiilt, vor 
Oder nach Zufugen der Teslfliissigkeit dem GefaB zuge- 50 
fiigl wird; 

1.3. das Sedi mental ionsbild in Aufsichl etwa von oben 
oder unten auf das GefaB ausgewerlel wird, wobei ein 
fliichiges Aggluiinat von Antigenen bzw. Antikorpern, 
Bindungspartnem und Tragem auf eine positive Ami- 55 
gen-Anlikorper-Reaklion hinweisi und eine raumlich 
weniger ausgedehnle Ablagerung von Tragern auf eine- 
negative Reaktion hinweisi. 

Voneilhafie Weiierbildungen des Verfahrens sind in den 60 
Unieranspruchen gekennzeichnei. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren hai den groBen Vorieil, 
daB es sich als Sedimenlalionsverfahren leichl automaiisie- 
ren laBl. Auf einen Zentrifugationsschrin kann bei der voll- 
automatischen Durchfiihrung des Verfahrens verzichtei wer- 65 
den. Dieser kann im Einzelfall jedoch unier Umsiiinden vor- 
leilhaft sein zur schneileren Sichtbarmachung eines Ergeb- 
nisses, z. B. um eine Inkubatipnsphase zu verkurzen. 



Des weileren konnen als MikroreaktionsgefaBe her- 
kommliche Mikroiiier-Wegwerfplalten zum Einsalz kom- 
men, die kosiengiinslig und mil einem Pippeltierroboier 
leichl zu handhaben sind. Diese mussen lediglich vor 
Durchfiihrung des Verfahrens mil einer viskosen Subsianz 
praparierl werden, welche die Aufgabe hai, eine erfolgle 
Anligen-Antikorper-Reaklion durch Agglutination der Tra- 
ger sichlbar zu machen, d. h. die vemelzten Trager in Fonn 
eines flachigen oplisch erfaBbaren Gebildes ("Teppich" bzw. 
"Rasen") zu halten. Dagegen sinken unvemetzie Trager ge- 
maB der Schwerkraft an den liefslen Teil des GefaBbodens 
und sammein sich, da das GefaB sich veijiingl, zu einem 
raumlich weniger ausgedehnlen, oplisch erfaBbaren Gebilde 
("Knopf) an. 

Bei einer posiliven Anugen-Antikorper- Reaktion sam- 
mell sich das Agglutinat je nach Reaktionsbedingungen als 
Schichl im oberen Bereich der viskosen Substanz, auf dem 
GefaBboden oder dazwischen an. Durch die Schichl herab- 
sinkende, aber aggluUnierle Trager werden durch die Visko- 
sitat der Subslanz am weileren Herabsinken an den liefslen 
Punkl des GefaBbodens gehindert. Wo sich die Schichl bil- 
det, hangl insbesondere von der Viskosital der Substanz, 
z. B. bei einem Gel von der Gelstarke, und von der Starke 
der Antigen-Antikorper-Bindung ab. Auch schwachere Re- 
aklionen konnen mil einer entsprechend erhohlen Viskosital 
nachgewiesen werden, wobei dabei entsprechend lange Se- 
di men tali on s-/Inkubalionszeilen zu veranschlagen sind, bis 
die Reaktion sichlbar wird. Die Sedimentation aufgmnd der 
nalurlichen Schwerkraft kann durch Zentrifugieren verstarkt 
werden, so daB die Reaktion friiher sichlbar wird. 

Zur Auswertung mit dem bloBen Auge oder mit einer Vi- 
deo- oder CCD-Kamera durch Aufsichl bzw. Unteransichl 
auf das GefaB ist es unerheblich, wo sich die Schichl bildei. 
Bei pholometrischer Auswertung des Sedi menlalionsbi Ides 
ist es jedoch von Vorteil, die Reaktionsbedingungen so zu 
wahlen, daB sich die Schichl am GefaBboden ablagerl. Denn 
in den anderen Fallen wurde die Ausbildung raumlich inho- 
mogener Schichten beobachtel, die zu verfalschlen MeBer- 
gebnissen fiihren konnen, insbesondere wenn die Lange des 
Absorptions- oder Transmissionsprofils ausgewertet wird. 
Die pholometrische Auswertung isl unter geringerem lech- 
nischen und winschaftlichen Aufwand durchfuhrbar als die 
Aufzeichnung von Sedimentationsbildem mil einer Kamera 
und deren Auswertung und eignel sich somil fur eine einfa- 
chere, kosiengiinstigere Automalisierung des Verfahrens. 

Gegebenen falls hat die viskose Substanz auch die Funk- 
lion, eine Vemelzung bei erfolgter Anligen-Anlikorper-Re- 
aktion erst zu ermoglichen, z. B. durch Zusatz geeigneier 
Stoffe, die abstoBencje Krafle unter den Tragern abschwa- 
chen. Ein weiteres Beispiel isl der Zusatz von Coombsserum 
zurviskosen Subslanz zum Nachweis inkompletier Aniikor- 
per, die andemfalls keine Agglulinalion der Trager- Eryihro- 
zylen hervorrufen. 

Die Viskosital der Substanz ist so zu wahlen, daB eine A n- 
ligen-Anlikorper-Reaktion zu einer sichtbaren, flachigen 
Agglutination der Trager fiihri. Dies kann insbesondere von 
der Sliirke der Aniigen-Antikorper-Bindung und von der ab- 
sioBenden Wirkung der Trager abhiingen. Bei schwacher 
Antigen-Antikorper-Bindung ist in der Regel eine hohere 
Viskosital erforderlich als bei einer starken Bindung. Das 
Verfahren hai jedoch den Vorieil, daB es prinzipiell fiir siinil- 
liche Reaktionssiarken geeignei ist. 

Insgesamtsollten die Reaktionsbedingungen, d. h. Visko- 
sital der viskosen Subslanz, Konzeniration der Aniigene 
bzw. Aniikorper und der spezifischen Bindungspariner,.ljm- 
gebungstemperalur und dergleichen, so gewahll sein, daB 
bei einer posiliven Anligen-Antikorper-Reaklion eine Ag- 
glulinalion der Trager vorliegl. Die jeweiligen Bereiche 
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hangen insbesondere von der zu untersuchenden Reaktion 
ab. Dazu kann des weiteren vorteilhafi sein, die Probe nach 
deni Zusammenfugen der Reagenzien bei geeigneler Tem- 
peratur fur einige Zeil zu inkubieren, damil sich das Sedi- 
inentalionsbild ausbildei. 

Die viskose Subslanz kann ein Gel oder eine Suspension 
Oder eine Dispersion inerter Partikel sein. Eine Reaktion der 
viskosen Subslanz mil der Testflussigkeii sowie weiteren 
zugefugten Fliissigkeileri sollte vennieden werden. Der vis- 
kosen Substanz konnen jedoch Sloffe beigefligi sein, welche 
auf die Agglutinationsreaktion EinfluB nehmen, so z. B. 
auch der spezifische Bindungspartner des nachzuvveisenden 
Antikorpers oder Antigens oder Anli-IgG. 

Die Fliissigkeit bzw. die Flussigkeiten solllen blasenfrei 
der viskosen Substanz zugefugi werden, was beim voJIauio- 
nnatisch durchgefuhrten Verfahren durch eine Pippeltiervor- 
richtung mil geeigneler mechanischer Steuerung, z. B. einen 
Pippettierroboter erreichl werden kann. 

Isl die viskose Substanz ein Gel, so weisl dieses vorzugs- 
weise eine Gelstarke von wenigslens 0,01 g/cm^ auf. Fur 
Anwendungen z. B. in der Blutgruppenbestimmung beson- 
ders bevorzugt ist eine Gelstarke im Bereich von 0,05 g/cm^ 
bis 4000 g/cm^, vorzugsweise zwischen 5 g/cm^ und 
55 g/cm^, besonders bevorzugt zwischen 20 g/cm^ und 
30 g/cm^. 

In einer vorteilhaften Weilerbildung der Erfindung ist das 
Gel ein organisches Gel ist, insbesondere Agarose und/oder 
Gelatine. Diese Gele haben den Vorteil, daB sie sehr leicht 
anzusetzen sind, insbesondere in Verbindung mit Wegwerf- 
Mikrotilerplatten. Sie lassen sich des weiteren gut lagem, 
sind stabil und kurzfristig relativ unempfindlich gegeniiber 
Anderungen der Umgebungstemperalur. Insbesondere mit 
Agarose einer Gelstarke von etwa 26 bis 30 g/cm^ wurden 
bei der Durchfiihrung von Serumgegenproben zur Blulgrup- 
penbestimmung gute Ergebnisse erzielt. 

Derart mil Agarose praparierte Mikrotiierplatten lassen 
sich gekuhlt einige Monate lagem. Aueh die fertig prapa- 
rierten Proben lassen sich gekuhlt einige Wochen lagem, 
wobei die Reaktionsbilder stabil bleiben. Die Reaktionser- 
gebnisse konnen somit auch langere Zeil nach Durchfiih- 
rung des Tests zur Kontrolle herangezogen werden. 

Bestehl die viskose Substanz aus inerten Partikeln als 
Suspension oder Dispersion in eiriem Medium, ist es vorteil- 
hafi, wenn die inerten Partikel einen Durchmesser von etwa 
10 bis 200 Mikromeier haben. Bei dieser ParlikelgroBe ist 
das Anlagem bzw. Halten von agglutinierien Tragem gege- 
ben, wahrend nichl agglutiniene Triiger zwischen den Parti- 
keln zu Boden sinken konnen. Das Verhallnis von Partikeln 
zu Medium sollte etwa so gewahlt sein, daB die Partikel 
weitgehend dichl gepackt sind. Vorzugsweise beslehen die 
inerten Partikel aus Glas, insbesondere Quarzglas, oder po- 
lymeren KunstslofTen; Quarzglas oder Latexpartikel sind in 
einer Vielzahl von KomgroBen giinstig erhaltlich und ex- 
irem rcaklionstrage. 

Die Triiger, an welche die nachzuweisenden Anligene 
bzw. Antikorper oder die spezifischen Bindungspartner ge- 
bunden sind, sind vorzugsweise Erythrozyten, Leukozylen, 
Blutpliitichen oder Latex-Partikei. Die Laiex-Partikel kon- 
nen zur einfacheren optischen Ausweriung sichlbar gefarbl 
oder fluoreszenz-niarkiert sein. Die Konzeniraiion der Trii- 
ger in der Reakiionsflussigkeit isl so zu wahlen, daB das Ag- 
glulinal mil der gewahllen optischen Deiektionsmeihode zu- 
veriassig deiekiierbar isl. 

ErfindungsgemaB wird das Sedimeniaiionsbild optisch 
durch Aufsichl von etwa oben oder unten auf das Reakiions- 
gefaB ausgewertel. Falls von unten gemessen wird, muB das 
MikroreakiionsgefaB transparent sein. Es isi vorzugsweise 
auch transparent., falls von oben ausgewertel wird, um den 



Kontrasl der Trager zum Hinlergrurid zu erhohen. Durch die 
unlerschiedlichen GefaBquerschnilte im oberen Bereich der 
viskosen Substanz und in deren unlerem Bereich bzw. im 
Bereich des GefaBbodens wird im Falle einer Agglutination 
5 ein flachiger "Teppich" bzw. "Rasen" aus vemetzen Tragem 
erzeugt, wahrend sich die Trager in einem in der Aufsicht 
kleineren Bereich ansammeln, wenn keine Agglutination er- 
folgl. Die Antigen-Antikorper-Reaklion kann somit optisch 
sehr einfach delekliert werden durch Messung der raumli- 

10 Chen Ausdehnung der Ansammlung der Trager. Das Sedi- 
meniaiionsbild kann visuell durch eine Bedienperson oder 
aulomatisch auf photometrischem Weg oder videogesieuerl 
analysierl werden. Da die Trager-Ansammlung im wesentli^ 
chen von oben oder unten vennessen wird, ist eine beson- 

15 ders gute Automatisierbarkeit des Verfahrens gegeben. Ins- 
besondere Mikrotiierplatten mit einer Mehrzahl von Mikro- 
reaktionsgefaBen, die in einer Ebene angeordnet sind, lassen 
sich in Aufsichl von oben oder unten auf die Platte beson- 
ders gut in einem Arbeitsgang auswerten. 

20 Die Deutlichkeit des sichtbaren bzw. detektierbaren Re- 
aktion sergebnisses hangt unter anderem von der gewahlten 
GefaBform ab. Daher ist es vorteilhafi, wenn die Form des 
GefaBes, zumindest im Bereich der viskosen Substanz, sich 
konisch veijiingend gewahlt ist, z. B. eine Vertiefung einer 

25 Spitzboden-Mikrotiterplatle ist. Gute Ergebnisse werden 
allgemein erzielt, wenn die Querschni its fl ache des GefaBes 
im Bereich der Fiillhohe der viskosen Substanz wenigslens 
das Vierfache der Querschnittsflache des GefaBes im Be- 
reich unterhalb der viskosen Substanz betragt. 

30 Vorzugsweise erfolgt die Analyse, ob in einem Mikrore- 
akiionsgefaB eine Antikorper-Anligen-Reaktion stattgefun- 
den hat, photometrisch, indem die Absorption des in der 
Vertiefung enthaltenen Gemisehs entlang einer vorbestimm- 
ten Linie gemessen und aufgezeichnet und das so ermillelle 

35 ortbche Absorptionsprofil ausgewertel wird. Diese. Auswer- 
temelhode isl gtit flir die Auswertung einer Vielzahl von 
Proben, z. B. einer Mikrotiterplatte, in einem Arbeitsgang 
und damil.in einer automatisierten Form des Verfahrens ge- 
eignet. Indem nur ein Absorptionsprofil gemessen wird, isl 

40 die zu speichemde und auszuwertende Datenmenge gegen- 
iiber beispielweise Videoauswertung verringert. Vorzugs- 
weise wird dabei fur eine feste Profilbreite die Profillange 
ermiltelt. Eine positive bzw. negative Reaktion wird dann 
diagnosiizien, wenn die Profillange unterhalb bzw. oberhalb 

45 eines vorbestimmten Wertes liegt. Diese Aiiswertemethode 
hat sich als besonders zuverlassig erwiesen. 

Allemativ kann das Bild der ReaktionsgefaBe auch mit- 
lels einer Video- oder CCD-Kamera oder dergleichen aufge- 
zeichnet werden. Durch Bildanalyse konnen positive von 

50 negativen Reaktionen unlerschieden werden. Eine weitere 
Moglichkeii zur Erfassung der Reaktionsbilder isl die Fluo- 
reszenzmarkierung der Trager und Deteklion der raumli- 
chen Emission von Fluoreszenzlicht. 

Das Verfahren laBl sich vorteilhafi einsetzen zum Nach- 

55 weis von Aniigenen oder Antikorpem in einer Korperlllis- 
sigkeil und dabei insbesondere zur Bestimmung der BIui- 
gruppe eines Spenders. Die Test fliissigkeit enlhaJl dann eine 
Korperflussigkeit, welche insbesondere Spendererythrozy- 
len Oder Blutserum oder Blutplasma enlhall, die auf das Vor- 

60 handensein bestimmter Antikorper oder Anligene unier- 
suchi werden soil. 

Das Verfahren laBl sich insbesondere einsetzen zum 
Nachweis von Bluigruppen-Anlikorpem und daniit zur 
Durchfiihrung einer Serum-Gegenprobe oder eines Aniikor- 

65 per-Suchlests. Hier besiehl grundsalzJich das Problem, daB 
jeder Spender einen individuellen Antikorper- Titer hat. Um 
mil herkommlichen Verfahren eine zuverlassige Reaktion 
zur erhalten, muBle flir jeden Spender eine individuelle Ver- 
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diinnung des Spenderscrums ersielli werden, was insbeson- 
dere fur die Automaiisierung des Verfahrens hinderlich isl. 
ErfindungsgemaB enlhiill die Teslfliissigkeii hierbei Blulse- 
rum, welches auf das Vorhandensein von beslinimten BIul- 
gruppen-Aniikopem unlersuchl werden soil. Der Teslfliis- 
sigkeii Oder der viskosen Subslanz wird eine Fliissigkeil zu- 
gefiigt wird, die Tesl-Eryihrozylen einer bekannten Blut- 
gruppe enlhiill, welche als Trager mil spezifischen Bin- 
dungspannem fiir den nachzuweisenden Anlikbrper, nani- 
lich Aniigenen, verbunden sind. 

Vorzugsweise enihali dabei eine der Fliissigkeilen oder 
die viskose Subslanz Albumin in einer Konzentraiion von 
wenigsiens 0,01 mg/ml,. vorzugsweise zwischen 0,2 mg/ml 
und 1 mg/ml oderein anderes Supplement. Dieses dienl zur 
Siabilisierung der Eryihrozyten und zur Reduzierung der 
AbsioBung der Eryihozyien untereinander. Es wird eine bes- 
sere Vemelzung erreichl. Des weileren wird durch Albumin- 
Zusalz die DifFusionsgeschwindigkeil der Erylhozyten 
durch das viskose Medium erhohl und damit die Zeil bis zur 
Ausbildung einer sichtbaren Reaktion verringert. 

Bei der Blutgruppenbeslimmung wird vorzugsweise elwa 
bei Raumtemperatur inkubiert. Es entfallen somit Inkubato- 
ren, die eine konstante erhohte Umgebungstemperatur her- 
stellen. Die Automaiisierung des Verfahrens wird somit 
weiter erleichlert. 

Die Fig. 1 zeigt schematisch ReaktionsgefaBe 1 im 
Langsschnilt, die z. B. Vertiefungen in Spitzboden-Mikroti- 
lerplallen sind. Die ReaktionsgefaBe 1 sind im oberen Be- 
reich zylinderformig und veijiingen sich im unteren Bereich 
konisch. Sie enthalten bis zu einer bestimmten Fiillhohe eine 
viskose Subslanz 2, insbesondere ein Gel. Bedingt durch 
den :Herstellungsvorgang, z. B. Schwenken des GefaBes 
nach dem Einfullen des flussigen Gels und Adhasion an der 
GefaBwandung, ist die Oberflache der Subslanz 2 ge- 
kriimmt. Die Gelschicht sollte wenigstens so dick sein, daB 
die.Wandung des GefaBes im sich veijungenden Bereich be- 
deckt ist. Andererseits bestimmt die Dicke der Gelschicht 
die;-Zeil bis Sichtbarmachung einer Reaktion mit. Daher ist 
eine gekriimmte Gelschicht unter Umstanden vorteilhaft, 
die an alien Stellen moglichst dunn ist. Die dargestellten 
GrqBenverhallnisse sind nur schematisch. 

Auf die viskose Subslanz wird im Verfahrensschrili 1.2 
ein bestimmtes Volumen der Teslfliissigkeii 3 aufgebracht, 
welche Trager, Antigene und Antikorper enthalt. Die Trager, 
die zum Nachweis einer Antigen-Antikorperreaklion op- 
tisch detektiert werden, sind hier stark iibertrieben als 
Punkte dargeslellt. 

Fig. lA zeigt die Situation kurz nach Zufugen der Tesl- 
(iussigkeit3. In den Fig. IB bis ID sind positive Reaklionen 
nach einer vSedirhenlationsphase (ggfs. auch nach Zentrifu- 
gieren) schematisch dargestelli. Die Trager bilden ein fliichi- 
ges Agglulinal 4, 4' bzw. 4", welches sich im oberen Bereich 
der Gelschicht 2 (Fig. IB), im unteren Bereich der Gel- 
schicht 2 (Fig. IC) Oder auf dem V-formigen Boden des Re- 
aklionsgefaBes 1 (Fig. ID) anlageri. 

ErfindungsgenjaB wird das Sedinienialionsbild in der 
Aufsichl etwa von oben oder unlen aufgezeichnet. Die Falle 
gerruiB Fig. IB bis ID fiihren daher zu einem fliichigen, ra- 
senariigen Sedimentalionsbild, welches mil einer posiliven 
Reaktion identifizierl werden kann. In Fig. IE isl eine nega- 
tive Reakiion dargestelli. Der Schwerkrafl/Zenirifugalkrafl 
folgend; sammeln sich die nicht aggluiinierten Trager am 
liefslen Punki des GefaBes zu einem raumlich eng umgrenz- 
len Gebilde 4'" an, das opiisch leicht zu identifizieren und 
von den tliichigen Agglutinaten geinaB Fig. IB bis ID zu 
unlerscheiden ist. 

Im folgenden wird ein Ausflihrungsbeispiel beschrieben: 
Zur Vorbereilung der Durch fiihrung des Verfahrens werden 



MikroreaktionsgefaBe mit der viskosen Subslanz, die hier 
Agarose ist, praparierl. 53 Milligramm Agarose, z. B. Aga- 
rose Nr. A 7299 Typ XB Firma Sigma, werden auf 100 ml 
isolonische phosphaigepufTerte Kochsalzlosung (pH-Wert 

5 ca. 7,45) bei einer Teniperatur von eiwa 95®C unter Riihren 
vollslandig aufgelost. Unter diesen Bedingungen weisi das 
entstehende Gel eiwa eine Gel-Starke von 26,5 g/cm~ auf. 
Bei Temperaturen von 50 bis 55*^C wird in jede Kaviiat einer 
Spitzboden-Mikrotiterplatle etwa 20 )j1 der Gel-Losung ein- 

'0 pippettiert. Die Platte wird sodann gleichmaBig geschiilleli 
. und im Kiihlschrank bei Temperaluren von etwa4°C ausge- 
lieren gelassen. Das Gel bildet eine Schichl, welche die Ge- 
faBinnenwandung bedeckl. Abgedeckl und gekiihlt ist die so 
praparierte Plalle wenigsiens elwa zwei bis drei Monale 

15 halibar. 

Urn die gewijnschle Gel-Starke zu variieren, kann 1 mg 
bis 2,5 g der genannten Agarose auf 100 ml niissigkeil auf- 
gelost werden. 

Zur Durchfiihrung des Verfahrens zur Blulgruppenbe- 

20 stimmung, hier der Serumgegenprobe, wird zunachst in vier 
MischgefaBe eine beslimmleMenge, z. B. 25 pl,im Verhalt- 
nis von 1 : 3,3 mil isotonischer Kochsalzlosung verdiinntem 
EDTA-Plasma, Citratplasma oder Serum eines Spenders 
einpippettiert. Dieses Verdiinnungsverhaltnis isl an die pho- 

25 tometrische Auswertung aufgrund der Eigenfarbung des Se- 
rums angepaBl; bei visueller oder Videoauswerlung kann 
eine kleinere Verdiinnung bis hin zum unverdunnten Serum 
bzw. Plasma genommen werden. Eine bestimmte Menge, 
z. B. 25 pi, l,l%ige bis 4%ige Teslerylhrozylen der Gruppe 

30 Al, A2, B und 0, die hier die Trager der spezifischen Bin- 
dungspartner (Antigene Al, A2, B und 0) sind, werden auf 
die vier MischgefaBe verteill und und gemischl. Anschlie- 
Bend wird diese Testlosung in die MikroreaktionsgefaBe, 
hier die Kavitalen der Mikroliterplalte, einpippettiert. Das 

35 Verdunnungsmedium der Teslerylhrozylen enlhiill vorzugs- 
weise Rinderalbumin in einer Konzentraiion von etwa 2 mg 
bis 50 mg, hier 26,4 mg auf 100 ml physiologische Koch- 
salzlosung NaCl. Altemativ kann das Patieritenserum unver- 
diinnt der verdiinnten Tesl-Erythrozylenlosung zugesetzt 

40 werden, wodurch ein Arbeitsschritt entfallt. 

Nach einer Inkubaiionszeit von elwa einer Stunde bei 
Raumtemperatur kann das Ergebnis pholometrisch ausge- 
werlel werden, indem die Absorption von Strahlung im Rot- 
bzw. Infrarotbereich als Funklion des Profilorles gemessen 

45 wird. 

Unter diesen Reaktionsbedingungen wurde im vollauto- 
malischen Verfahren eine Verweigerungsrate von elwa 1% 
bestimmt. Bei visueller Auswenung gelang eine noch bes- 
sere Idenlifizierung. Da handelsubliche Mikrolilerplatten in 

50 der Regel 96 Kavitalen aufweisen, liiBi sich das Verfahren 
mit hohen Durchsatzwerten aulomatisieren, 

Basierend auf dieser Grundlage kann ein Coombstest 
ohne Waschen aufgebaui .werden, indem im OberschuB 
Anti-C3d und Anii-IgG zu dem Agarosegemi.^Jch zugeseizt 

.S5 wird. Das Gcmisch a us Suchzelle (spezifisches Antigen und 
Trager-Er>'throzyt) und Spenderserum wird auf das Gel auf- 
pippettiert. Die irregularen Antikorper setzen sich an die 
Suchzelle, wobei allerdings eine Inkubaiion bei elwa 37°C 
crfolgen muB. Bei der Sedimeniaiion. werden die Suchzellen 

6*) beispielsweise vom Anii-lgG in der Gelschichi feslgehalten, 
wodurch es zu einer makroskopiscb deiektierbaren Vemel- 
zung der Suchzellen konmit. 

Des weileren kann das Verfahren auch zum Nachweis von 
IgG'Molekulen verwendet werden, indem Protein A (Hiil- 

65 lenaniigen von Staphylococcus anus) oder Protein G (Hiil- 
lenantigen von Streptokokken) zugegeben wird. diese haben 
eine hohe Affiniiai zu IgG-Molekulen. Zur Erfassung von ir- 
regularen IgM-Anlikorpern kann Anii-IgM zugcseizi wer- 
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den. 

Paleni anspriiche 

1 . Verfahren zum Nachweis von Anlikorpern oder An- 5 
ligenen in einer Testflussigkeii durch Reaklion mil ei- 
nem vorgegebenen spezifischen Bindungsparlner, wo- 
bei das Antigen bzw. der Antikorper oder der spezifi- 
sche Bindungsparlner an einen Trager gebunden isl und 
wobei bei positiver Anligen-Anlikorper-Reaktion ein lO 
Aggluiinal aus Antigenen bzw. Antikorpem, den enl- 
sprechenden Bindungspartnem und den Tragem gebil- 
del wird, welches opiisch delektierbar isl, dadurch ge- 
kennzcichnet, daB 

1.1. ein MikroreaktionsgefaB mil einem sich von 15 
oben nach unten verjiingendem Querschnitt ver- 
wendel wird, welches eine viskose Subslanz enl- 
halt; 

1.2. ein vorbestimmies Volumen der Testflussig- 
keii dem GefaB zugefugl wird, wobei der spezifi- 20 
sche Bindungsparlner enlweder der Testflussig- 
keii oder der viskosen Subslanz zugesetzt ist, oder 
eine weilere Fliissigkeit, die den spezifischen Bin- 
dungsparlner enthalt, vor oder nach Zufugen der 
Testfliissigkeit dem GefaB zugefugl wird; 25 

1.3. das Sedimeniationsbild in Aufsichl etwa von 
oben oder unlen auf das Gel^B ausgewertel wird, 
wobei ein flachiges Agglutinat von Anligenen 
bzw. Antikorpem, Bindungspartnem und Tragem 
auf eine positive Antigen-Antikorper-Reaktion 30 
hinweist und eine raumlich weniger ausgedehnte 
Ablagerung von Tragem auf eine negative Reak- 
lion hinweisl. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
nel, daB die viskose Subslanz ein Gel oder eine Suspenr 35 
sion oder eine Dispersion inerter Parlikel isl. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeich- 
net, daB das Gel eine Gelslarke von wenigstens 
0,01 g/cm^ aufweist. 

4. Verfahren nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekenn- 40 
zeichnel, daB das Gel eine Gelstarke im Bereich von 
0,05 g/cjTi^ bis 4000 g./cm^ vorzugsweise zwischen 

5 g/cm^ und 55 g/cm^, besonders bevorzugt zwischen 
20 g/cm^ und 30 g/cm^ aufweist. 

5. Verfahren nach einem der vorangegangenen An- 45 
spriiche, dadurch gekennzeichnel, daB das Gel ein or- 
ganisches Gel isl, insbesondere Agarose und/odcr Ge- 
latine. 

6. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeich- 
nel, daB die inerien Parlikel einen Durchmesser von 50 
eiwa 10 bis 200 Mikronieler haben. 

7. Verfahren nach Anspruch 2 oder 6, dadurch gekenn- 
zeichnel, daB die inerien Parlikel aus Glas, insbeson- 
.dere Quarzglas, oder verneizien Polymeren oder Aga- 
rose bestehen. 55 

8. Verfahren nach einem der vorangegangenen An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnel, daB die Trager Ery- 
ihrozylen, Leukozyien, Bluiplailchen, Laiex-Partikel 
oder Agarose-Pariikel sind. 

9. Verfahren nach einein der vorangegangenen An- 60 
spriiche, dadurch gekennzeichnel, daB sich das GefaB 
im unieren Bereich konisch verjiingl. 

10. Verfahren nach einem der vorangegangenen An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnel, daB die Quer- 
schniusfiache des GefaBes im Bereich der Fiillhohe der 65 
viskosen Subslanz wenigstens das Vierfache der Quer- 
schnillsflache des GefaBes im Bereich unierhalb der 
viskosen Subslanz betragt. 



11. Verfahren nach einem der vorangegangenen An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnel, daB Spiuboden-Mi- 
krotiierplatten verwendet wcrden und das Mikroreakti- 
onsgefaB eine Vertiefung einer Spilzboden-Mikroiiter- 
plalle isi. 

12. Verfahren nach einem der vorangegangenen An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnel, daB nach dem 
Schrill 1.2 inkubierl wird, vorzugsweise bei Tcmpera- 
luren von wenigslens 4°C, bevorzugl zwischen 10 und 
37''C, und fur wenigslens 15 Minulen, bevorzugl we- 
nigslens 50 Minuten. 

13. Verfahren nach einem der vorangegangenen An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnel, daB das GefaB nach 
dem Schrill 1.2 zentrifugierl wird. 

14. Verfahren nach einem der vorangegangenen An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnel, daB die Analyse, ob 
in einem MikroreaktionsgefaB eine Antikorper-Anti- 
gen-Reaktion slattgefunden hat, anhand des Sedimcn- 
tationsbildes opiisch durch eine Bedienperson oder au- 
tomalisch miltels eines Photometers oder miltels einer 
Video- oder CCD-Kamera vorgenommen wird. 

15. Verfahren nach einem der vorangegangenen An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnel, daB die Analyse, ob 
in einem MikroreaktionsgefaB eine Antikorper-Anti- 
gen-Reaktion statlgefunden hat, pholometrisch erfolgl, 
indem die Absorption des in der Vertiefung enlhaltenen 
Gemischs entlang einer vorbestinimten Linie gemessen 
und aufgezeichnel und das so ermiltelle ortliche Ab- 
sorptionsprofil ausgewertel wird. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekenn- 
zeichnel, daB fiir eine feste Profilbreile die Profillange 
ermittelt wird und eine positive bzw. negative Reaklion 
diagnostizierl wird, wenn die Profillange unterhalb 
bzw. oberhalb eines vorbestimmten Werles liegl. 

17. Verfahren zur Durchfiihrung einer Serumgegen- 
probe zum Nachweis von Blulgmppen- Antikorpem 
und/oder Iso-Agglutininen nach einem der vorange- 
gangenen Anspriiche, dadurch gekennzeichnel, daB die 
Testfliissigkeit Blutserum enthalt, welches auf das Vor- 
handensein von bestimmten Blulgruppen-Antikopem 
unlersuchl werden soil, und der Testfliissigkeit oder der 
viskosen Subslanz eine Fliissigkeit zugefugl wird, die 
Test-Erythrozyten einer bekannlen Bluigruppe enthalt, 
welche als Trager mil spezifischen Bindungspartnem 
fiir die nachzuweisenden Antikorper bzw. Iso-Aggluti- 
nine verbunden sind. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekenn- 
zeichnel, daB eine der Flussigkeiten oder die viskose 
Subslanz Albumin in einer Konzenlration von wenig- 
slens 0,01 mg/ml enlhali, vorzugsweise zwischen 
0,2 mg/ml und 1 mg/ml. 

19. Verfahren nach Anspruch 17 oder 18, dadurch ge- 
kennzeichnel, daB einer der Flussigkeiten oder der vis- 
koser) Subslanz Anii-IgG (Coombsscrum) zugeseizi 
isl. 

20. Verfahren nach einem der Anspriiche 17 bis 19, 
dadurch gekennzeichnel, daB etwa bei Raumtempera- 
tur inkubierl wird. 

21. Verfahren nach einem der vorangegangenen An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnel, daB die Reakiions- 
bedingungen so gewahli sind, daB bei einer posiliven 
Anligen-Anlikorper-Reaklion eine Agglutination der 
Trager vorliegi. 

22. Verwendiing von Spiizboden-Mikroliterplaucn mil 
einer Vielzahl von Vertiefungen, in welchen ein Gel 
oder eine Suspension inerter Parlikel enihalien isl bzw. 
zugefiigi wird, zur Durchfiihrung eines Tests zum 
Nachweis von Antikorpem oder Anligenen durch De- 
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leklion einer Agglucinationsreaklion. 
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